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摘  要 : 油脂水解来源的甘油将是未来发酵工业主要原料之一。文中探索 D-乳酸高产大肠杆菌 Escherichia coli 
CICIM B0013-070 菌株不同培养温度下好氧与厌氧代谢甘油的特征后，建立并优化了一种新型 D-乳酸变温发

酵工艺，甘油到乳酸的得率由 64％提高到 82.6％。另外，在 B0013-070 中引入了温度诱导型乳酸脱氢酶的转

录系统，甘油到乳酸的得率进一步提高到 88.9％。 
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Abstract:  Glycerol from oil hydrolysis industry is being considered as one of the abundent raw materials for fermentation 
industry. In present study, the aerobic and anaerobic metabolism and growth properties on glycerol by Esherichia coli 
CICIM B0013-070, a D-lactate over-producing strain constructed previously, at different temperatures were investigated, 
followed by a novel fermentation process, named temperature-switched process, was established for D-lactate production 
from glycerol. Under the optimal condition, lactate yield was increased from 64.0% to 82.6%. Subsequently, the yield of 
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D-lactate from glycerol was reached up to 88.9% while a thermo-inducible promoter was used to regulate D-lactate 
dehydrogenase transcription.  

Keywords:  D-lactate, glycerol, temperature-swifted process 

油脂水解工业中的主要副产物甘油正成为发

酵工业中重要的碳源之一[1]。生物柴油工业的健康

发展从某种意义上讲，决定于副产物甘油的就地快

捷转化工业的成功实施[2]。由于甘油分子较葡萄糖

具有更高的还原力，因此，以甘油为碳源的生物转

化过程一定有其特点[3-9]。作者所在的课题组，前

期建立了好氧菌体生长和微好氧发酵产酸两阶段

甘油发酵产 D-乳酸的工艺，并通过构建同型乳酸发

酵的重组大肠杆菌显著地提高了 D-乳酸的合成速

率[10]。不足的是，氧气的存在使得甘油较多地流向

了细胞合成，因此，尽管通过增加乳酸脱氢酶的基

因拷贝数增强了乳酸的合成效率，最优发酵条件下

的乳酸得率达到了 78％，但提升的空间仍然巨大[10]。 

为进一步提高甘油到 D-乳酸的转化率，本研究

首先探索不同培养温度下重组菌好氧与厌氧代谢

甘油的特征，在此基础上建立并优化了一种新型

D-乳酸变温发酵工艺，并进一步引入了温度诱导型

D-乳酸脱氢酶的转录系统，甘油到乳酸的得率得到

显著提高。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
重组菌 Escherichia coli CICIM B0013-070 

(B0013, Δack-pta Δpps ΔpflB Δdld ΔpoxB ΔadhE 
ΔfrdA) 和 E. coli CICIM B0013–070B (B0013-070, 

ldhAp::kan-cIts857-pR–pL)，由江南大学中国高校工

业 微 生 物 资 源 和 信 息 中 心  (CICIM-CU ，

http://cicim-cu.jiangnan.edu.cn) 提供。 

1.2  培养基 
LB 培养基[10]，添加琼脂 2％即为固体培养基。

发酵培养基[10]：M9 培养基添加 0.1％的 MgSO4 母

液 (1 mol/L) 和 0.1％的微量元素母液。甘油添加

量根据不同发酵方式进行确定。 

1.3  试验设计方案 
1.3.1 最适生长温度和最适产酸温度的确定 

在 30 ~45 ℃ ℃条件下确认最适的菌体生长温

度；在 37 ~50 ℃ ℃和 150 r/min 条件下，摇床培养，

确认最适的发酵产酸温度。 

1.3.2 温度诱导型 D-乳酸脱氢酶表达系统的引入 

按照文献[11]进行。 

2  结果与分析 

2.1  适宜的菌体生长温度有助于获得高活性

的细胞 
发酵工业体系中最高生物量以及最高细胞代谢

活力与产物形成最大化之间，往往不能统一，有时

甚至互为矛盾。在有机酸发酵过程中，这一矛盾尤

为显著[12]。为此，首先探讨了培养温度对细胞生长

和产物积累间影响特征，结果如图 1A 所示。在

34 ~37 ℃ ℃下表现出最优的生长性能。进一步分析

发现，在 34 ℃下，好氧菌体生长阶段后期乳酸的积

累量明显低于 37 ℃ (图 1B)。因此，选择 34 ℃培养

温度为菌体生长的最适温度。 

2.2  发酵阶段适度提升发酵温度更有利于 D-乳
酸合成 

在获得了较高活性的菌体后，发酵温度达到 42 

℃时，菌体总量较发酵初始时没有明显增加，乳酸

积累量则达到最大值。在此温度下，甘油到乳酸的

得率最高 (图 2)。 

2.3  变温工艺下重组菌合成 D-乳酸的效率得

到显著提升 
在 7 L 发酵罐中，细胞生长阶段使用 34 ℃培

养，发酵产物形成阶段使用 42 ℃培养。好氧阶段
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由原来的 9.7 h 缩短为 9.4 h。产物形成阶段，升高

的培养温度，提高了乳酸脱氢酶的催化活性并限制

了菌体的生长，甘油到乳酸的得率提高到 82.6％ 

(图 3A)。 

2.4  温度诱导 D-乳酸脱氢酶表达提高了甘油

到 D-乳酸的转化效率 
将 ldhA 的启动子替换为温度诱导型λ噬菌体的

pR-pL 串联启动子，获得了重组菌 070B [11]。在 7 L
发酵罐中，好氧阶段的生长周期进一步缩短为

8.7 h。变温发酵工艺下，经过 30 h 的好氧菌体生

长和微好氧发酵产酸过程，发酵液中的乳酸终浓

度达到 127.0 g/L，产酸速率也由 3.66 g/(L·h) 提高

到 4.23 g/(L·h)。甘油到乳酸的得率进一步提高到

88.9％ (图 3)。 

大肠杆菌利用甘油合成乳酸的研究，始于 2009

年清华大学首次报道的一株野生大肠杆菌代谢甘油

合成乳酸的研究[13]，尽管野生菌株合成乳酸过程中

伴生了乙酸、琥珀酸、甲酸和酒精等副产物[10,13-14]。

随后的研究中，通过代谢途径修饰实现了甘油到乳

酸的同型发酵生产[2,10]，但全程限氧发酵工艺中，

甘油到乳酸的转化速率不高[2,13]。因此，作者所在

的课题组提出了充分好氧获得足够的菌体活性，然

后在转入微好氧发酵产酸的发酵方式[10]。 

温度提高对菌体生长的限制存在多种解释。目

前被认可的一种解释是，温度提高后，用于赖氨酸

合成的关键酶的活性降低，导致甲硫氨酸合成受

阻，最终导致菌体生长受到限制[15]。可以确认的是，

发酵温度升高到 42 ℃后，菌体的生长受到了一定

的限制，而乳酸的合成过程在发酵阶段前期有所增

强，因此最终提高了甘油到乳酸的转化效率。引入 
 

 
图 1  不同温度下 E. coli CICIM B0013-070 的生长特征和 D-乳酸合成 
Fig. 1  Growth and D-lactate yield of CICIM B0013-070 at different temperatures. (A) Cell growth. (B) D-lactate yield. 

 
图 2  发酵产酸阶段不同发酵温度下 E. coli CICIM B0013-070 菌体量的积累和乳酸生成 
Fig. 2  Biomass accumulation and D-lactate production of E. coli CICIM B0013-070 during the fermentation phase under 
different temperature. (A) Cell growth. (B) D-Lactate accumulation. 
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图 3  变温工艺下重组菌在 7 L 发酵罐中的生长和产酸情况 
Fig. 3  Cell growth and D-lactate production using temperature-switched fermentation process. The arrow indicates the time 
when the culture was switched from the aerobic cultivation at 34 °C to the microaerobic production phase at 42 °C. (A) E. coli 
CICIM B0013-070. (B) E. coli CICIM B0013-070B; ■: D-lactate; ●: acetate; ▲: succinate; □: pyruvate; △: cell mass. 

D-乳酸脱氢酶温度诱导表达后，使得在整个发酵产

酸过程中 D-乳酸脱氢酶的酶活水平持续维持在较高

的水平，从而实现了甘油到乳酸的高效合成。可以

看出，变温发酵工艺的建立和温度诱导型乳酸脱氢

酶转录系统的引入有效地提高了甘油到乳酸的合成

速率和得率。这一过程的实现对于解决其他重大发

酵产物合成过程与菌体生长之间的矛盾关系同样

有借鉴意义。 
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